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T lymfocyty

CD3 na povrchu vsech T lymfocytu

CD4 na povrchu T, lymfocyti (T, 1, T,,2)

CD8 na povrchu T, lymfocytu

The T cell Receptor Complex

TCR CD8
CD4 a B




Monocyty

CD14
HLA DR

- soucasti nespecifické imunity
- schopnost fagocytozy
- tkanova forma = makrofag

| IRAK2 PKR NF-xB MAPKs |
I

L)

DG - maturation
inflammation
chemotaxis

T-cell differentiation

Nature Reviews | Genetics



NK bunky

CD16+
CD56+
CD3-

@ Eye of SChance/Phobd Resaarchars, Inc.

- rozeznavaji bunky, které maji na povrchu abnormalné malo MHC | (= nadorové
a virové infikované bunky)
- pouzivaji cytotoxické mechanismy (perforin, granzymy)

Pozn. NKT bunky
CDl16+
CD56+
CD3+




Pro stanovovani
lymfocytarnich subpopulaci

odebirat krev do zkumavky s EDTA
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Salvage pathway
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LYZOVANI
ERYTROCYTU

Roztok A: na 1,5 | destilované vody — 1,8 ml 99% kyseliny mravenci

Roztok B: na 1,5 | destilované vody 9,0 g bezvodého Na,CO,, 21,75 g NaCl,
46,95 g bezvodého Na,SO,

Roztok C: na 1,51 PBS (pH 7-7,4) - 15 g paraformaldehydu



Pritokova cytometrie
FLOW CYTOMETRY




Prutokova cytometrie
flow+cyto+ - . bunek v pohybu"

moznosti analyzy mnoha vlastnosti a charakteristik na
drovni jedné buriky béhem kratkého ¢asového dseku
méreni soucasné vice nez 20 markerl nha jedné burice

uréovani fenotypu bunék,
monitorovani odpovédi na léCbu,
vyzkum signalizaénich drah

kli¢ovym nastrojem pro vyzkum
poruch krvetvorby



Prutokova cytomerie je technologie umoZznujici
soucasné meéreni a analyzu nékolika fyzikdlnich
a chemickych vlastnosti jednotlivych ¢astic,
které jsou undseny v proudu kapaliny a prochdzi
paprskem svétla.




Vyuziti

= Klinické vyuziti (imunofenotypizace)
= Bunécnd biologie (DNA, RNA analyza)

= Mikrobiologie (rezistence na antibiotika, kintetika)



Co méerime?

Odrazené svétlo a emitovanou fluorescenci

Cdstice o velikosti 0,2-150um

Prokaryotické a eukaryotické buriky
Virové Cdstice, bakterie, houby
Komplexy antigen-proilatky



Princip prutokové cytometrie

PFi prachodu ¢dstic laserovym paprskem dochdzi
k rozptylu svétla a k fluorescenci navdzanych fluorochromd

Svételné signdly jsou prevedeny na elektrické pomoci
detektort (fotondsobice)

Na kazdé burice je mozné zmérit nékolik parametrd zdrovefi

Namérend data se uklddaji a ddle analyzuji



Tri hlavni systémy prutokového cytometru

Fluidni systém
transport ¢astic k laserovému paprsku

Opticky systém
laser, zrcadla a optické filtry

Elektronicky systém
prevod detekovanych svételnych signdlt na signdly
elektronické, které mohou byt vyhodnoceny politacem

Fluorescence Detectors




Fluidika

- fransport ¢astic v proudu nosné tekutiny k laserovému paprsku
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Hydrodynamicka fokusace

Practical flow cytometry in haematology diagnosis, 2013


http://images.rheumatology.org/viewphoto.php?imageId=2862312&albumId=75690
http://images.rheumatology.org/viewphoto.php?imageId=2862312&albumId=75690

Nizky tlak vzorku Vysoky tlak vzorku
Uzky proud vzorku Siroky proud vzorku
Vhodné pro DNA analyzu Nevhodné pro DNA analyzu

Sheath Sheath Sheath Sheath
Vzorek Vzorek

Practical flow cytometry in haematology diagnosis, 2013



Velikost vs. granularita

Light Scatter: prochdzejici ¢astice vychyli dopadjici svétlo
Forward Scatter (velikost)

Side Scatter (granularita)

Primy rozptyl - velikost bunék Bocni rozptyl - granularita bunék
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FSC vs. SSC

RBC, debris,
mrtvé bunky

G ranulocyty

”,

Monocyty




Fluorescence

Mnoho bunék mad stejnou ¢i podobnou morfologii
- fluorochromy znacené monoklondlni protilatky specifické k urcitému epitopu
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Zakladni stav
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Fluorochromy

= Jsou excitovdny vhodnou vinovou délkou
= Emituji svétlo o specifické delsi vinové délce

* T neznacené buriky mohou byt fluorescentni diky slabé
autofluorescenci



Fluorescence

Fluorochromy:
- Polycyklické organické molekuly a jejich derivaty
Fluorescein isothiokyanat (FITC), Cyaniny, Texas Red, rada Alexa,
rada Pacific and Cascade,
AmCyan, Propidium iodide, 7-AAD, CFSE,
- Fluorescencni proteiny

Phycoerythrins (PE), Allophycocyanin, PerCP,
GFP a jiné fluorescencni proteiny

Schopné absorbovat fotony budiciho zareni (napr. 488 nm)
a ndsledné (108 s) emitovat fotony s
delsi vinovou délkou (v tomto pripadé 500 — 800 nm).
Fluorescencni svétlo ma tedy jinou barvu



Intenzita fluorescence

Number of Events

10° 102 10° 10¢

Relative fluorescence intensity
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Prekryv spekter

Fluorochromy typicky emituji svétlo v sirokém spektru vinovych délek

V zdvislosti ha usporddani filtrl, detektory mohou zachytit fluorescenci
od jinych fluorochromd, které jsou detekovany v jinych kandlech (+zv.
presvit, prekryv spekter)

488 nm

PE

FITC

Prekryv spekter

Intenzita fluorescence

VInova délka



Kompenzace

Presvit je treba .kompenzovat”, tak aby detektor
zaznamenal signdl pouze 1 fluorochromu
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Optika

= Excitacni optika
laser a systém Cocek,
které zaostruji a sméruji

¢
laserovy paprsek sasi2
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= Sbérnad optika
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Bandpass T
Filter

Forward
Scatter
Detector

Fluorescent
Channels

To CCD or

excitace Ar-iontovym laserem (modry) - 488 nm
FITC - fluorescein isothiokyanat (530 nm)
PE, RD1 - phycoerythrin (580 nm)
ECD - tandem. konjugat PE-texaska ¢erven (620 nm)
PerCP - perridin chlorophyl (678 nm)
PerCPCy5.5 - (696 nm)
PC5 - tandem PE-cyanine 5 (620 nm)
PC7 - tandem PE-cyanine 7 (778 nm)

excitace He-Ne laserem/red diode (¢erveny) - 633 nm
APC - allophycocyanin (670 nm)
APC-Cy7 - tandem APC-cyanine 7 (778 nm)

excitace UV/violet diode (fialovy laser) - 405 nm
Pacific Blue (452nm),
BV421 (421 nm)
BV510 (510nm)




Optické filtry

Long Pass filtry (LP) Short Pass filtry (SP) Band Pass filtry (BP)
propousti véechny délky propousti véechny délky propousi specifické
vyssi nez specifikovana kratsi nez specifikovand rozmezi vinovych délek
vinova délky vinova délka

500LP 500SP 500/50
500+25

Dichroické filtry - umistény pod dhlem 45°
¢dst svétla odrdzi pod dhlem 90°, ¢dst propousti

Practical flow cytometry in haematology diagnosis, 2013



Elektronika

= Svételné signdly jsou prevddény na elektrické

= Detektory:
diody a fotondsobi¢e (PMT, photomultiplier tube)
(FSC) (SSC a fluorescnce)

Photocathode

Focusing electrode | _Photomultiplier Tube (PMT) |

Connector
pins

et Pin T i
) AW e AR\ X
Fr LI Frse! ol g PR,
g e B o W o ke
& St ot o g o
! o Ve i M
A 0 A ' N

| : ]
Primary Secondary Dynode  Anode
electron electrons



Vznik napét’ového pulzu

r'y

Voltage
Photocumant

Time

Time

(b)
Vyska:
maximalni hodnota fluorescence ¢i scatteru

Voltage

Plocha:
Time Integral pulzu

Sitka:
Cas trvani pulzu

Voltage

Time



Treshold (prah)

Detektory jsou extrémé citlivé a detekuji signdly z

riznych zdroju - prach, malé Castice, debris
K jejich eliminaci je treba nastavit treshold
Nastavuje se na jednom parametru
Pri imunofenotypizaci vétsinou FSC

IR - =
IO JHI, -
5
=
A
5
]
10 I

= 160H

Threshold 200 I Threshold 5000 | Threshold 40000

K En L e 2E0H o I 1208 153K 230H IO a 2 1 CE. 120 i =K
Faragim Beangr N L) Fowmind Sl



Amplifikace a digitalizace signdlnu (Analogue to digital

convertor, ADC prevodnik)

Analyza - pro kazdou buriku hodnoty vsech parametra

3100] [——) Exportable as FCS File

Dot Plot

-4 @i

FCS-Data
Time FSC SSC FITC PE
Event1| 0 || 60 ||120] 90 ]| 185
Event2[ 10][160][ 65 ]| 1900
Event 3| 301|650 || 160 (|2,688||3,189
1900 9 1900
<l = <
O P
= =
L 1 L
| —— 0
;r-':
PE-A
185 3100

PE-A

185 3100




Analyza namérenych dat

[Ungated] FSC-A / FSC-H [singlets] FSC-A / S5C-A
Data v LIST MODE FILE N
Analyzaé ni SOfTWGre 7 . . _Lyn_]focyty\
Kaluza a 200 450FSC_;60 800 1000 a 200 moFSC_:'Jo 800 1000

Infinicyt e T e
DiVa

FlowJo
Summit

Count

Vytvoreni statistik

CD19



Vyhody a nevyhody
prutokové cytometrie

vyhody
Velké mnozstvi analyzovaného
materidlu - velké mnozstvi dat

Analyza trvd pouze nékolik minut
a poskytuje velké mnozstvi
informaci.

Lze provddét jak kvalitativni, tak
kvantitativni analyzu.

Jsou zde mozné manipulacni
operace - napr. tridit buriky s
vybranymi vlastnostmi (cell
sorting)

nevyhody
Vysokd finanéni ndro¢nost

Sestaveni experimentu, analyza
a vyhodnocovani dat zavisi na
zkudenostech obsluhy

Analyza vzorkl co nejdrive po
odbéru

Nevidime, kde v/na burice je
signdl lokalizovdn
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CD4 PE
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Zkumavka A

[Ungated] CD45-FITC / S [TADJ] CD3-PC5  [TADJ]CD3-PC5 / CD4-RD1  [TADJ] CD3-PC5 / CD8-ECD
10001 ol 6.62% R W Fz-a85%% T 1,15% 62 - 20, 74%
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300 10t 4 1074
800 18 o 207 b= g S
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800+

[Ungated] CD45-FITC / 55

: ono : 6,61%

200+

Debris : 0

GADJ : 28|46% |

1w
CD45-FITC

T
10°
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CD19-ECD
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1074

107
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Zkumavka B

[TADJ] CD3-PC5 / CD19-ECD

ET T 14,03%

CD19-[E1] :

13,71%

[TADJ] CD3-PC5 / CD56-RD1

1004

10"

CD56-RD1
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T
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Vysetreni lymfocytu periferni krve

FUNKCE ZASTOUPENI NA
LYMFOCYTECH PERIFERNI
KRVE (%)
CD3 vSechny T-lymfocyty asociovan s TCR, prenos 58-85
signalu
CD4 pomocné T-lymfocyty receptor pro MHC I, 30-60
aktivace
CD8 cytotoxické T-lymfocyty receptor pro MHC |, 15-35
aktivace
CD19 B-lymfocyty regulator aktivace 7-23
CD16/CD56 NK-buriky FcR pro IgG/mediator 6-20
adheze
HLA-DR B-lymfocyty, monocyty, MHC I, prezentace Ag B-lymfocyty konstitutivné (na
aktivované T-lymfocyty viech B-lymfocytech),

T-lymfocyty 3-7
(na aktivovanych T-lymfocytech)



Hodnoceni nalezu jednotlivych subpopulaci

Snizeni/ . .
e . subpopulace | onemocnéni
zvyseni

! CD19+, CD3+, pfiimunosupresi — napf. cyklosporin (zpusobuje lymfopenii)
CD4+, CD8+

J CD19+ u né&kterych pacientti s CVID

T CD19+ B — bunéc¢na leukémie

J CD3+ pfi expozici Clovéka toxickymi chemikaliemi

T CD3+ T — bunécna leukémie

u nékterych pacientd s CVID (bézZny variabilni imunodeficit — common
J CD4+ variable immunodeficiency)
- virové infekce (EBV, CMV, HIV)

) CD4+ autoimunity, alergie
J CD8+ autoimunity (roztrouSena skleréza, systematicky lupus erythematodes-SLE)

u nékterych pacientti s CVID

0 CD8+ - virové infekce (EBV, CMV, HIV)



Priklady vyuziti
prutokové cytometrie
Vv praxi



Bronchoalveolarni lavaz (BAL)
- imunofenotypizace

[Ungated] CD45-FITC / S [GADJ] CD3-PC5  [GADJ] CD3-PC5 / CD4-RD1  [GADJ] CD3-PC5 / CDB-ECD
1000 IC1:0,90% |C2 : 13,24% 3E1:0,20% 2 83,35%
800 ) CD4-[C2] | 13,24% . CD8-[EZ] : $3,35%
A1 0,00% ol
600 o = E
v 3 % 104 = 10
= 4 -] - (== ] o
400 i3 ; ~ ] = W f
i . _ . E3:3,41%
109403 : 2,51% 10+ ;
g £ TAD- : 0,00% e C4: 83,35% E4: 13,04%
2 17,51% : - :
P (03 16,19% | ADULIN 1 - 96,59%
o T T T 0= T T T T T T
107 10 10° 10° 107 10 10° 10° 107 10 10 10¢ 107 10 10 10
CD45-FITC CD3-PC5 CD3-PC5 CD3-PC5

pfi prevraceném poméru CD4+/CD8+
- podezreni na sarkoidozu



Pacientka: Z, ¥1957

[Ungated] CD45-FITC / 55 [TADJ] CD3-PC5 . [TADJ] CD3-PC5 / CD4-RD1 . [TADJ] CD3-PC5 / CD8-ECD
1600+ "~ TEol 0.14% IC1:0,30% |C2:41,03% IE1:0,94% |EZ2: 45,31%
CD4-[C2] : 40,97% CD8-[E2] : 45,07%
5007 ] 104 1074
800 - - a i 8
o J. crno : 8,99% § 204 “:f 10 ' *‘ﬁ‘f = 10
o o B =
400-Debris : 0, — -_; = e
10JADJ- @ B,54% _ 2JC3 1 8,27% C4:50,41% 1o B3 1 7,66%
2004 ADJLINA - 91,46% oy ; 1
i {GADJ : 17,00% Ly . e B e
1||2F' 1||3' 1|05 10° 107 10 10° 10° 1||2F' 1||3' 1ID; 10° 1|Er:' 1IL'I' 1||3;
CD45-FITC CD3-PC5 CD3-PC5 CD3-PC5
. [TADJ] CD3-PC5 / CD19-ECD . [TADJ] CD3-PC5 / CD36-RD1
Bt 0,24% C1:9,16% [ | C2 : 34,79%
CD19-[E1] -/0,00% CD1656-[C1] 1 9,07%
1074 100 CD3+ : 90,80%
t:. ; 10
10°4
-|C3 : 0,18% . 9
10° 1|Er:' 1ID' 1IL'|E 10°

CD3-PC5

* pacientka z revmatologie
- |é€ba napt. rituximabem zpulsobuje depleci B-lymfocytu (po 4-6 mésicich
navrat k normalnim hladinam)
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Pacient: muz, * 1966

[TADJ] CD3-PC5 .. [TADJ] CD3-PC5 / CD4-RD1 .. [TADJ] CD3-PC5 / CDB-ECD
C1:0,05% |[C2:1,96% E1:0,57% |CD8-[E2]: 1,30%
600 CD4-[C2] : 1,95% E2:1,30%
4 107 4
[Ungated] CD45-FITC / SS "
1000 s ,
' of: 0,43% 4004 = s
3 = 10 ;
(=] -
800 = l S R I S
= ADJLIN 1 : 3,39% L
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HLA-B27 =,

asociace HLA-B27 s fadou nespecificky zanétlivych onemocnéni, jako jsou
zanéty kloubu, vnitfnich struktur oka (uveitida), kratkych kosti rukou, nohou a
Slach, dale lupénka (psoriasis), vyrazek, chronické bolesti spodni ¢asti zad a
spondyloarthropatie, z nichz nejznaméjsi je ankylozujici spondylitida (zanétlivé
systémové onemocnéni osového skeletu a kloubu - Bechtérevova nemoc).
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Test aktivace bazofilu (bazotest)

funkéni test umoznujici vySetreni aktivace basofill po setkani se s urcitym alergenem in vitro

zalozen na expresi aktivacniho znaku (CD63) na
na povrchu bazofilii - FeeRI (receptor pro IgE) povrchu perifernich bazofilli po jejich expozici
-CD203c  / alergenem in vitro

27 g b J\f' SS

98 > anti- "GE FITC-mAb
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RTH2/DPZ
anti- cms @ il
\CRTH2/DP2

cn4§% .. %mjma
3 My
CD203¢ @‘é $ -—\ PE-mAD

= anti-CDE3
anti- CD20-'3-|: 7
% hwv

Sledujeme expresi CD63 na povrchu bazofill

hv Histarmine
ohranic¢ime subpopulaci bazofild (IgE pozitivni)

release
- sledujeme expresi CD63 (viz.obr.) a CD203c (neni uvedeno)

Obrazky prevzaty z prezentace MUDTr. Zity Chovancové PhD., FNUSA UKIA Brno






